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Verfahren und Vorrichtung zur zwei-dimensionalen 
Trennung von Biomolekiilen 



B e s c hr e Ibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren und 
eine • Vorrichtung zur zwei-dimensionalen Trennung von 
Biomolekulen in Gelen durch Elektrophorese in einer 
Elektrophoreseapparatur und dient insbesondere der 
Auftrennung von beispielsweise Proteinen, 

■Glycoproteinen, Lipoproteinen, Nukleinsauren oder 
'Zellkomplexen in Gelen (z, B. in Polyacrylamidgelen, 
Harnstoff gelen oder Agarosegelen) in zwei Dimensionen . 

Proteine und Peptide sind Biopolymere, die zu Tausenden 
in jeder Zelle vorkommen; sie sind die unmittelbaren 
Genprodukte, die alle Zellprozesse katalysieren, 
stimulieren und regulieren. Ihre Struktur und 
Funktionsanalyse bildet die Basis fiir die Aufklarung 
aller wichtigen Zellvorgange und ist die Grundlage zum 
Verstandnis von Krankheitsprozessen auf der molekularen 
Ebene und in der molekularen Medizin, z.B. bei der 
Tumorentstehung und zur Entwicklung von Fruhdiagnostika 
und neuen Therapeutika in der Pharmaindustrie . Wegen 
der oft sehr geringen Konzentrationen, in denen die 
Peptide und Proteine in der Zelle vorkommen, ist es 
notwendig, hochempf indliche Nachweismethoden und 
Trenntechniken fiir ihre Charakterisierung zu 
entwickeln . 



Proteine sind aus langen Ketten von Aminosauren aufge- 
baut und weisen eine fur jedes Protein spezifische 
raumliche Struktur auf . Jedes Protein hat eine indivi- 
duelle Aminosauref olge , die Primarsequenz , die sich zu 
einer jeweils spezifischen Raumstruktur (3D-Struktur) 
auffaltet, die Trager der physiologischen Funktion im 
Zellgeschehen ist . Proteine nehmen als direkte Genpro- 
dukte eine zentrale Stellung bei alien Lebensprozessen 
ein. Sie katalysieren die biosynthetischen Vorgange als 
Enzyme, bauen den Organismus als Strukturproteine auf, 
bewerkstelligen Stoff transport und Signal transdukt ion 
und spielen eine wesentliche Rolle bei der Translation 
der Erbinf ormation (Proteinbiosynthese) und bei alien 
Regulationsvorgangen . Eine einzelne Zelle enthalt iiber 
5000 unterschiedliche Proteine. Biosynthese und Expres- 
sion jedes Proteins sind genauestens reguliert. In un- 
terschiedlichen Geweben konunen verschiedene Expres- 
sionsmuster zustande. AuSerdem konnen posttranslatio- 
nale Veranderungen in den Proteinen auftreten, wie z.B. 
Phosphorylierungen beim Hitzeschockprotein 27, die von 
physiologischer Bedeutung sind und in der zwei-dimen- 
sionalen Elektrophorese ein charakteristisches Muster 
nach immunchemischer Anfarbung im Western-Blot ergeben. 
Daher ist es wichtig, die Expression nicht nur auf der 
Gen- und Botennukleinsaure (mRNA) -Ebene zu studieren, 
sondern auch die Proteine, ihre Zusammenset zung und 
Konzentration in den unterschiedlichen Zellen und Gewe- 
ben, besonders beim Menschen, genauestens zu kennen. 
Nach der Total sequenzierung ganzer Genome, wie z.B, dem 
aus Hefe oder wie im Humangenompro j ekt konzipiert, 
kommt daher der Erforschung der Proteine und ihren 
Zellf unktionen eine zentrale Bedeutung zu . Wenn in ei- 
nigen Jahren das menschliche Genom mit ca . 100.000 Ge- 
nen bekannt sein wird, werden sich die Wissenschaf tier 
mehr und mehr der Erforschung der durch die Gene ko- 
dierten Proteine zuwenden miissen, was unter dem Begriff 



Proteomf orschung zusammengef aSt wird. Nur ein Bruchteil 
dieser wichtigen Biomolekule ist bisher auf der 
molekularen Ebene bekannt . Ohne die 

Strukturinf ormationen konnen jedoch die Vorgange des 
Zellstof f wechsels and seiner regulatorischen 

Zusammenhange nicht verstanden werden. Dies ist 
besonders bei der Aufklarung der Entstehung von 
Krankheiten unumganglich , Viele der uber 5000 
Zellproteine sind weder in ihrer Struktur noch in ihrer 
Funktion bekannt . Urn ihre biologische Bedeutung und 
physiologische Rolle zu verstehen, werden in modernen 
Forschungsprojekten Totalzellextrakte oder die 
Gesamtproteine aus Einzelzellinien in hochauf losenden 
zwei-dimensionalen Gelelektrophoresen (2DE) getrennt 
und sichtbar gemacht . Zellextrakte aus verschiedenen 
Gewebeproben, z.B. aus Tumorgewebe, konnen so 
miteinander u^d mit gesunden Gewebeproben verglichen 
und die Proteine durch proteinchemische und 
massenspektrometrische Analysen identif iziert und 
charakterisiert werden, Auf diese Weise lassen sich 
krankheits-assoziierte Proteine nachweisen, die als 
Marker zur Fruherkennung der Krankheiten dienen oder 
den jeweiligen Grad der Krankheit, z.B. bei der 
Tumorentstehung, prazise charakterisieren konnen. 

Da die Proteine oft nur in kleinsten Mengen exprimiert 
werden, ist es wichtig, hochsensitive Verfahren zur 
Trennung und Identif ikation zu entwickeln. Um die 
ehrgeizigen, in die Zukunft weisenden 

Forschungsprojekte in Zusammenhang mit der 
Genomf unktionsanalyse bewerkstelligen zu konnen, sind 
neue, innovative Trenn- und Analyse -Techniken vonnoten. 

Ein- und zwei-dimensional durchgef lihrte Gelelektropho- 
resen von Proteinen, Nukleinsauren, oder anderen Biomo- 
lekulen sind seit langem in der Biochemie, der pharma- 



zeutischen Industrie, Medizinf orschung und Laborpraxis 
eingefiihrte Techniken, urn- schnelle Auf trennungen, Ver- 
gleiche von Trennmustern oder Qualitatskontrollen von 
Isolaten und Produkten durchzuf uhren . Die Elektrophore- 
sekammern und ihr Zubehor (Powersupply , Kiihlsysteme , 
Detektoren) sind langst zu unumganglichem Inventar in 
jedem naturwissenschaf tlichen, pharmazeutisch oder la- 
bormedizinisch ausgerichteten Laboratorium geworden. 

Fur die Trennung von Biotnolekiilen in einer 
Trennrichtung (ein-dimensionale Elektrophorese , IDE) 
stehen zahlreiche Elektrophoresekammersysteme und 
Trennmethoden zur Verfugung, die je nach anstehendem 
Trennproblem auf die speziellen Anwendungen adaptiert 
sind. Die Trennung einzelner Proben erfolgt zumeist in 
Kapillarrohrchen oder Gelstreifen und die Trennung 
multipler Proben wird zumeist in Flachgelen (Slabgelen) 
durchgefuhrt , bei denen Auf t rags taschen am oberen Ende 
einer diinnen auspolymerisierten Gelschicht ausgespart 
sind. Diese Geltaschen werden beim GieSen durch 
Einbringung von sogn. Kammen wahrend der Polymerisation 
vorbereitet. In diese Taschen werden nach 
Polymerisation des Geles und Entfernung der Kamme die 
Proben eingebracht . Fur Trennungen komplexer Protein- 
und Peptidmischungen in langen Gelen (>10 cm) stehen 
weit weniger Kammersysteme zur Verfugung. 

Die Auftrennung in zwei verschiedenen Dimensionen 
(2DE) , bei denen unterschiedliche Bedingungen fiir die 
Auftrennung in den beiden Dimensionen gewahlt werden 
(z.B. erste Dimension: Trennung nach Ladung, zweite 
Dimension: Trennung nach MolekulgroSe) stehen keine 
einfach handbaren Komplettsysteme zur Verfugung, die 
sich zur Vollautomatisierung eignen. Gewohnlich muS bei 
diesen Elektrophoresen jede Dimension in einer anderen 
Kammer durchgefuhrt und das nach der erst en Dimension 



gewonnene Trenngel auf das vorbereitete Gel der zweiten 
Dimension manuell aufgebracht und dort einpolymerisiert 
werden. Erst dann kann die elektrophoretische Trennung 
der Probe in der zweiten Dimension erfolgen. Die 
manuell durchgef uhrten Teilschritte sind zeitauf wendig, 
erfordern viel Geschicklichkeit und erlauben eine 
Perfektion und Reproduzierbarkeit nur bis zu einem 
gewissen Grad, in Abhangigkeit von der Person, die die 
Handhabung durchf uhrt . 

IDE Trennnungen von Proteinen und Peptiden werden 
zumeist in kleinen Kammern in 5-11 cm langen 
polymerisierten Polyacrylamidgelen unterschiedlicher 
Quervernetzung und unterschiedlicher Dicke ( z . B . 0.7 
bis 1,5 mm) und Breite durchgef uhrt (in sogn. 
Slabgele) . Hierzu werden auf das in flussiger Form 
zwischen zwei Glasplatten gegossene Gel nach 
Polymerisierung die Proben aufgetragen und in einer 
Elektrophoreseapparatur fur mehrere Stunden bei 500 bis 
2000 Volt/20 cm aufgetrennt. Danach wird das Gel 
entnommen und zur Anfarbung der Substanzen in eine 
Farbelosung getaucht; danach zur Entfernung des 
Uberschusses an Farbstoff in einer Entf arbelosung 
entfarbt und dabei werden die Substanzen sichtbar. Sie 
konnen durch Photographie oder durch Einscannen im 
Computer in ihrer Lage auf dem Gel dokumentiert werden, 
2.B. fur Vergleiche mit anderen Proben. Es konnen 
zwischen dunnen Glasplatten auch sogn. tragerfreie 
Elektrophoresen durchgef uhrt werden, bei denen die zu 
trennenden Substanzen in einem dunnen Puff erf ilm ohne 
jedweden Trager elektrophoretisch aufgetrennt werden. 
Fur andere Biomolekiile, wie Nukleinsauren oder 
hochmolekulare Komplexe werden z.B. auch Agarosegele 
zur Trennung verwandt . 



Alternativ zu den Slabgelen hat sich die Trennung in 
der ersten Dimension auch in f einen Glaskapillaren 
(i.D. 0.7 bis 1.5 mm) bewahrt, in die die zunachst 
fliissige Gelmischung zur Polymerisation eingebracht 
wird und die Substanzmischung danach von oben 
eingespritzt wird. Die Kapillaren werden zunachst in 
einem GelgieSstander mit Gel versetzt, dann dort 
polymerisiert und erst nachdem sie in die 
Elektrophoresekammer verbracht worden sind, mit der 
Probensubstanz befullt. 



Nach der Durchfiihrung der unter Hochspannung 
aufgetrennten Proben miissen die Gele, die sehr weich 
und flexibel sind, vorsichtig aus den Kapillaren zur 
Einbringung in die Farbe- /Entf arbelosung ausgestoEen 
werden, wobei mechanische Defekte an den Gelen 
entstehen konnen. Wegen der schwierigen Handhabung 
werden zunehmend auch schmale Flachgele (2 x 5-10 cm 
diinne Streif engele) , die als getrocknete Fertiggele 
kommerziell zur Verfiigung stehen, fur die IDE verwandt 
(z.B. von der Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg). 

Zur Trennung in der zwei-dimensionalen Technik {2DE) 
mussen die Gele aus der ersten Dimension (die Gele aus 
den Kapillaren oder die Gelstreifen) fur die Auftren- 
nung in der zweiten Dimension durch manuelle Manipula- 
tion auf ein entsprechend vorbereitetes Flachgel 
(Slabgel) , das bereits vorpolymerisiert ist, aufgebet- 
tet und auf dieses Flachgel auf polymerisiert werden. 
Erst danach kann die Trennung in der zweiten Dimension 
in der entsprechenden Elektrophoresekammer fur die 2. 
Dimension durchgefuhrt werden. Nach der Trennung er- 
folgt die iibliche Farbungs- und Entf arbungstechnik und 
Dokumentation der Ergebnisse. Verschiedene Gele und 
Puf fersysteme fiir die Durchfiihrung von gelelektrophore- 
tischen Proteintrennungen in zwei Dimensionen sind be- 



schrieben worden: In der zuerst beschriebenen Version 
werden z.B. Gemische von ribosomalen Proteinen in Harn- 
stoffgelen getrennt, bei denen die pH-Bedingungen in 
den beiden Dimensionen variiert werden, Verfahren zur 
Auftrennung von hoch komplexen Proteinmischungen, z.B. 
aus intakten Zellen, Zellinien oder Geweben nutzen in 
der ersten Dimension Trennungen auf Grund verschiedener 
Ladung der Proteine durch Isoelektrof okussierung (lEF) 
und in der zweiten Dimension Trennungen nach Molekiil- 
groSe in SDS-Natrium-dodecylsulf at-Gelen . Fiir die 
Durchfuhrung der Isoelektrof okussierung werden entweder 
Immobilone oder Ampholine benutzt, die in das Gel ein- 
gebracht werden. Mit der letzteren Technik gelingt es 
mehr als 10000 Proteine eines Zelllysates auf zutrennen; 
die erstere Technik mit Immobilonen ist fur Trennungen 
von etwa 2000 Proteinen konzipiert . Bei Verwendung von 
Ampholiengradienten sind Trennungen von mehr als 10000 
Proteinen beschrieben worden (Klose und Kobalz, 1995) 
Diese hochauf losenden Proteingelelektrophorese-Techni- 
ken werden fiir die moderne Proteomf orschung, die Er- 
mittlung der exprimierten Proteine einer Zelle und ih- 
rer krankhaften Veranderungen, z.B. bei der Untersu- 
chung der Tumorentstehung, genutzt . Die Krankheits-as- 
soziierten Proteine konnen nach Auftrennung in der 
hochauf losenden zwei -dimensionalen Gelelektrophorese 
mitt els proteinchemischer und massenspektrometrischer 
Verfahren identif iziert werden. 

Die US 4,666,581 beschreibt eine Vorrichtung zur zwei- 
dimensionalen Elektrophorese , bei welcher jedoch beide 
Gele nur in raumliche Nahe gebracht werden. Statt 
manueller Handhabung, die schwierig und f ehlerbehaf tet 
ist, wird hier eine Mechanik, ein komplizierter 
Drehmechanismus , zum Ubertragen des Geles von der 
ersten Dimension zur zweiten Dimension eingesetzt. Die 
PuffergefaSe sind nicht integriert . Der StromfluE muS 




auf komplizierte Art und Weise uber Filterstreif en 
sichergestellt warden. 

Mit der US 4,874,490 wird ebenfalls ein System zur 
zwei-dimensionalen Elektrophorese beschrieben, wobei 
das Patent kein vollstandig integriertes System offen- 
bart und ein GelgieSgestell benotigt. Auch sind die 
PuffergefaSe fur die kathodischen und anodischen Puf- 
ferlosungen nicht integrale Bestandteile der Kammer. 
Weiterhin ist in diesem System keine Kuhlung inte- 
griert. Es erfolgt die Trennung der ersten Dimension 
horizontal und in der zweiten Dimension vertikal . Die 
Gele miissen in der beschriebenen Konstruktion zwingend 
nacheinander in mehreren Schritten gegossen werden. 
Es muS zuerst die zweite Dimension in einem konventio- 
nellen GieEstander auSerhalb der Elektrophoresekammer 
gegossen werden. Nach dem GieSen miissen uber das Gel 
der zweiten Dimension Dicht-/Isolierstreif en durch me- 
chanische Manipulation eingefiigt werden. Danach erst 
kann das Gel fiir die erste Dimension gegossen werden. 
AnschlieSend wird der Spacer wieder entfernt. Die Pro- 
benaufgabe in groSeren Mengen ist ungelost. Beschrieben 
ist nur das Tranken einer Membran. Die Aufgabemenge und 
deren Auf konzentrierung ist beschrankt . 

Weiterhin beschreibt die DE 4244082 Al sowie die US 
5,407,546 ein Verfahren und eine Vorrichtung zur 
hochauf losenden zwei-dimensionalen Elektrophorese . 
Wesentlich hierbei ist die selektive Rehydratisierung . 
Es wird ausdriicklich ein zusammenhangendes Gel ("Ein- 
Molekul") verwendet . Als Ausgangsmaterial konnen nur 
getrocknete Gele verwendet werden und diese miissen re- 
hydratisiert und reaquilibiriert werden. Das geschieht 
vor und nach der ersten Dimension und gesondert wird 
das Gel der zweiten Dimension rehydratisiert . Es ist 
kein vollautomatischer Ablauf moglich, da das Gel der 



ersten Dimension in ein geheiztes Aquilibratorgef aS 
transferiert und umgepuf f ert warden muS. Damit liegt 
keine vollstandige Integration vor. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein 
Verfahren und eine Vorrichtung zu schaffen, mit welchen 
mit einfachen Mitteln in einer einzigen Apparatur mit 
selbstgegossenen Gelen und/oder getrockneten Fertig- 
gelen effektive Gelelektrophoresen der ersten und zwei- 
ten Dimension durchgefiihrt werden konnen. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemafi gelost durch die 
Merkmale im kennzeichnenden Teil der Anspariiche 1 und 9 
im Zusammenwirken mit den Merkmalen im Oberbegriff . 
ZweckmaSige Ausgestal tungen der Erfindung sind in den 
Unteranspruchen enthalten . 

Ein besonderer Vorteil der Erfindung besteht darin, daS 
eine Vollautomatisierung der gesamten 2DE einfach 
durchgefiihrt werden kann, indem die Gele fur die 
Trennung in der ersten Dimension und die Gele fur die 
Trennung in der zweiten Dimension nacheinander oder 
gleichzeitig vertikal zueinander angeordnet, als 
Giefigele Oder Fertiggele in eine Elektrophorese- 
Kombikammer eingebracht und im Falle der gegossenen 
Gele voneinander isoliert polymerisiert werden, 
nachfolgend Puf f erlosungen eingefiillt, z.B. ein 
Proteinextrakt auf die Gele der ersten Dimension 
aufgetragen und die elektrophoretische Auftrennung der 
ersten Dimension bei konstanter Temperatur oder bei 
fixiertem Temperaturgradienten mit z.B. ansteigender 
elektrischer Spannung durchgefiihrt, anschlieSend die 
Pufferlosung abgesaugt, die Isolierung aufgehoben, in 
die entstehenden Raume zwischen erster und zweiter 
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Dimension Kontaktgel eingefiillt und auspolymerisiert , 
Puf f erlosungen eingefullt' und die elektrophoretische 
Trennung der zweiten Dimension bei prazise 
eingestellter Temperatur und konstanter elektrischer 
Leistung oder steigender Stromstarke durchgefiihrt wird 
und abschliel^end die Gele z.B. mit Farbelosung 
entwickelt und die Proteine mit herkommlichen Methoden 
auf den Gelen sichtbar gemacht werden. 

Ein weiterer Vorteil der Erfindung besteht darin, da£ 
die zwei-dimensionale Trennung in der erf indungsgemaSen 
Elektrophorese-Kombikammer nur mit einer einzigen 
Vorrichtung bewerkstelligt wird, die fiir die 
Durchf iihrung beider Elektrophorese-Dimensionen einge- 
richtet ist und die Elektrophorese-Kombikammer einen 
Kern mit Kuhlelementen aufweist, wobei die Kuhlelemente 
beidseitig des Kerns durch aus inneren Platten und 
auSeren Platten im Zusammenwirken mit entfernbaren oder 
schaltbaren Isolierelementen gebildeten Gelkammern und 
Puf f ergef aSen angeordnet sind. 

Ein zusatzlicher Vorteil der Erfindung besteht darin, 
daS das GieSen der Gele vor dem Auftrag der Substanzen 
im neuen Kammersystem in demselben Raum erfolgt, in dem 
auch die Trennungen selber in den beiden Dimensionen 
der Elektrophorese durchgefiihrt werden. Es entf alien 
daher zwei separate GelgieEstander (jeweils einer fiir 
die erste und fiir die zweite Dimension) . Die Gele fiir 
die beiden Elektrophorese-Dimensionen werden vor Beginn 
der Substanztrennung in der Elektrophorese-Kombikammer 
vorbereitet und stehen beim Start der jeweiligen 
Elektrophoresen bereit. Alle Manipulationen zum GieSen 
der Gele werden in einem Arbeitsgang vor Beginn des 
Probenauf trags gemacht . 
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Ebenfalls vorteilhaft ist eine optimale Kuhlung, die 
sowohl in der Elektrophoresekammer (fur beide Dimen- 
sionen) als auch in den Puf f erkammern fur beide Dimen- 
sionen sichergestell t wird. 

In bisherigen Techniken werden die Gele und die Puffer- 
losungen der ersten Dimension zumeist gar nicht gekuhlt 
und die bisher realisierten Kiihlungen fur die 2. Dimen- 
sion weisen Mangel auf (Temperaturdif f erenzen innerhalb 
der Gele; ungeniigende Kuhlung der Puffer) . 
Variable Programmierungen des Elektrophoreseablauf es 
{ S tuf enprogramme , Gradient enprogramme , Temperaturpro - 
gramme etc.) lassen sich ausfuhren. 

Die Elektrophorese-Kombikammer la£t sich auch fur ein- 
dimensionale Trenngele variabler Lange (z.B. 10 bis 30 
cm) fur die Auftrennung multipler Proben verwenden. Die 
Trennungen konnen in der Kombikammer reproduzierbar 
unter genau festgelegten Standardbedingungen durchge- 
f iihrt werden . 

Ebenso ist es auch moglich, die Elektrophorese-Kombi - 
kammern fiir die Auftrennung mehrerer Proben, z.B. 20 
Proben, in einem ein-dimensionalen SDS-Gel zu benutzen, 
wobei die Proben mit Hilfe eines Auf t rags kammes auf dem 
Gel der 2. Dimension aufgebracht werden. Ein entspre- 
chender Einsatz mit Probentaschen wird eingebracht, wo 
sonst das Gel fiir die 1. Dimension enthalten ist. 

Die erf indungsgemaJSe Elektrophoresekombikammer enthalt 
vorzugsweise zwei mal zwei Gele, deren Zahl sich belie- 
big erweitern laSt . Die Gelpaare fur die Trennung in 
der ersten Dimension werden parallel elektrophoretisch 
entwickelt und sind zunachst von den Gelen fiir die 
Durchfuhrung der zweiten Dimension durch eine nicht - 
leitende Isolierung getrennt, die danach beispielsweise 
mechanisch von auSen ohne Aufschrauben der Kammer ent- 




fernt und durch ein leitendes Medium ersetzt wird, das 
die Kontakte zu den Gelen fur die Durchfuhrung der 
zweiten Dimension herbeifiihrt. Die Gele fur die erste 
und zweite Dimension werden jeweils paarweise nachein- 
ander unter verschiedenen Bedingungen entwickelt, ohne 
daS das Gel von der ersten Dimension auf die zweite me- 
chanisch transferiert werden muS. Die Elektrophorese- 
Kombikammer hat fiir beide Dimensionen eine integrierte 
Kiihlvorrichtung und integrierte Fiill- und Puf f ergef a£e . 
Der Deckelauf satz der Elektrophorese-Kombikammer 
enthalt die elektrischen Sicherheitsverbindungen fiir 
die Verbindung mit dem Powersupply, die Verbindungen 
zum Kiihlaggregat und alle notwendigen Einf iillstutzen 
fiir das GieSen der Gele, fiir das EingieSen der 
Elektrolysepuf f er und die Einfuhrung der Probe. 

Die erf indungsgemafie lDE/2DE-Elektrophorese-Kombikammer 
dient z.B. der Trennung von komplexen Proteinmischungen 
fiir die Auf trennung von Proteinen aus Geweben, Zell- 
linien Oder Mikroorganismen, die mehr als 5000 Proteine 
enthalten konnen . In der Elektrophorese-Kombikammer 
konnen sowohl analytische als auch praparative Elektro- 
phoresen durchgef iihrt werden, wobei je nach Stoffklasse 
z.B. isoelektrische Fokussierung und SDS -Elektrophorese 
Oder Trennungen in Agarose, Harnstoff oder anderen 
Trennmedien Verwendung finden konnen. Die Kammer ist 
thermostatisierbar, enthalt alle PuffergefaSe fur die 
Durchfuhrung der ersten und zweiten Dimension und einen 
Auf satz, der es erlaubt die Elektrophoresen unter hohen 
Spannungen z.B. bis 5000 Volt durchzuf uhren . Die Elek- 
trophorese-Kombikammer dient z.B. der. Identif izierung 
von krankheitsassoziierten Proteinen, zur Entwicklung 
von Markerproteinen bei der Erstellung von Fruhdiagno- 
sen von Krankheiten und zur Entwicklung neuartiger 
Pharmaka. Zellprozesse wie Embryonalentwicklung, Trans- 
port- und Signal transduktionsprozesse und Regulations- 
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und Expressionsmuster konnen mit Hilfe der Elektropho- 
rese-Kombikammer studiert * warden . Sie eignet sich zur 
Auflosung von >5000 Proteinen und ist damit ein vor- 
ziigliches Instrument fur die Untersuchung in der Pro- 
teomf or s Chung, einem neuen Forschungs- und Entwick- 
lungsgebiet in der medizinischen und pharmazeutischen 
Grundlagenf orschung und fur industrielle Anwendungen, 
z.B, bei der Untersuchung ganzer Zellinhalte und ihrer 
Veranderungen oder zur Untersuchung des Einflusses von 
Pharmaka auf die Zellprozesse . 

Die Erfindung soli nachstehend anhand von in den 
Figuren dargestellten Ausf iihrungsbeispielen naher 
erlautert werden. Es zeigen; 



Fig. 1 eine Explosivdarstellung der wesentlichen Kon- 
struktionsteile der Elektrophorese-Kombikammer , 

Fig. 2 den Aufbau des inneren Kernes, 

Fig. 3 den inneren Kern mit angeordneter innerer Platte, 

Fig. 4 die Elektrophorese-Kombikammer mit eingelegten 
Dichtungen und angeordneten Isolierungen, 

Fig. 5 die Elektrophorese-Kombikammer, einseitig 
komplett montiert mit Druckrahmen. 



Die Elektrophorese-Kombikammer 1 zur Trennung von bei- 
spielsweise komplexen Proteinmischungen ermoglicht die 
elektrophoretische Trennung nacheinander in zwei ver- 
schiedenen Dimensionen, d.h. unter verschiedenen Bedin- 
gungen . 

Wie in Fig, 1 zu ersehen ist, besteht die Elektropho- 
rese-Kombikammer 1 aus mehreren Teilen, die miteinander 
durch Verschraubung zusammengesetzt werden: den inneren 
Kern 2 zur effektiven Kiihlung, beidseitig damit 
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verbunden die inneren Flatten 4 und die auSeren Flatten 
5, zwischen denen sich beiseitig je ein freier Raum fiir 
ein Flachgel (1. und 2. Dimension) befindet. Mit Hilfe 
einer Dichtung 19 warden diese Flatten 4,5 gegeneinan- 
der gedichtet und gleichzeitig die Dicke des Geles 
festgelegt (z.B. 0.75 mm oder 1.5 mm). Wahrend die in- 
nere Flatte 4 aus einem gut die Temperatur leitenden 
Material gefertigt ist (z.B. einer speziellen gut lei- 
tenden Keramik, diinner Kunststof f ) , ist die auEere 
Platte 5 vorzugsweise aus einem transparenten Material 
(z.B. Glas) , urn maximale Durchsicht zu gewahren. Die 
aul^eren Flatten 5 werden durch beidseitiges Anschrauben 
je eines Druckrahmens 13 gehalten; Klammern werden 
nicht, wie sonst iiblich, verwandt . Die untere Begren- 
zung der Elektrophorese-Kombikammer 1 ist durch einen 
justier- und drehbaren Tisch gegeben, auf dem die Elek- 
trophorese-Kombikammer 1 mittenf ixiert ist. Auf der 
Elektrophorese-Kombikammer 1 befindet sich ein Aufsatz 
in Form, eines Deckels 14, in den Zulauf 11 und Ablauf 
12 fur das thermostatisierte Kiihlwasser und Einleitun- 
gen fiir die PuffergefaSe 8 und 21 der ersten und zwei- 
ten Dimension (jeweils fiir den Anoden- und Kathodenpuf- 
fer) , fiir Einf iillstutzen und die Zuftihrungen der Elek- 
troden eingearbeitet sind. Die Einleitungen fiir die 
FuffergefaSe 8 und 21 dienen zunachst als Einfiillstut- 
zen fiir das EingieSen der Gelf liissigkeiten . Der innere 
Kern 2 und die Druckrahmen 13 sind z.B. aus Polymerma- 
terial (z.B. Acrylglas, Plexiglas) gefertigt und im 
Druckrahmen 13 sind Fenster in der GroSe der Gele aus- 
gespart, damit die GieSvorgange der Gele und die Durch- 
ftihrung der Elektrophoresen leicht von auSen beobachtet 
werden konnen. 

Der innere Kern 2 (Fig. 2) und die zwei inneren Flatten 
4 werden vom Hersteller verklebt (Fig. 3) . Weiterhin 
sind PuffergefaSe 8 und 21, die teilweise gleichzeitig 



15 



Fullkatnmern fur die Gele sind, angeordnet . Die inneren 
Flatten 4 schlieSen das Kiihl labyrinth 10 (Kuhlmaander) 
dicht ab, haben aber Offnungen zu den Puf f ergef aSen 8 
der ersten Dimension (Puffer, l. Dim.) und Puffergefa- 
fien 21 der zweiten Dimension (Puffer 2. Dim.), wie in 
Fig. 2 und 3 dargestellt. Die Kiihlelemente 3, 10 sind 
unter den Gelen lokalisiert und kuhlen nicht nur die 
Gele der ersten (Gel 1) und zweiten Dimension (Gel 2), 
sondern auch die PuffergefaSe (Puffer 1. Dim und Puffer 
2 . Dim. ) . 

in der Figur 3 (Kern komplett verklebt; muS nach den 
Elektrophoresen nicht demontiert werden) ist rechts 
oben die Fullkammer 8 fur das 1 . Dim. Gel mit Fullrohre 
17a fur Gel 1 und gleichzeitig die Pufferkammer 8 fur 
die erste Dimension (Lauf 1. Dimension) wiedergegeben . 

AuSerdem sind links oben die Fullkammer 17b mit 
Fiillrohr fur das 2. Dim. Gel und gleichzeitig die 
PuffergefaSe 21 fvir die 2. Dimension (Lauf 2. Dim.) 
dargestellt. Die linke Fullkammer 17b endet unten 
mit tig, urn ein gleichmaSiges EingieSen der 
Gelflussigkeit von unten nach oben zu ermoglichen, 
wobei eine Entluf tungsof f nung 18 mit einer schrag 
ausgebildeten oberen Begrenzung fiir ein gleichmaSiges , 
langsames und Luf tblasen-f reies EingieBen sorgt . 

In einer speziellen Ausf uhrungsf orm ist die 
Elektrophorese-Kombikammer 1 oberf lachenbeschichtet . Es 
handelt sich dabei um eine Oberf lachenbeschichtung der 
die Medien Gel, Gellosungen und Puf f erlosungen 
beruhrenden Teile mit amorphen Kohlenstof f schichten . 
Vorteile der Beschichtung sind, daS durch niedrige 
Oberflachenenergie ein Anhaften von Medienbestandteilen 
verhindert (analog zu Teflon) und somit die Entnahme 
des Gels nach der Trennung sowie die Reinigung des 
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Cerates erleichtert wird, die Schicht eine 
Hartstoffschicht ist und somit eine hohe 
Kratzfestigkeit aufweist und thermisch stabil ist. 
Alternativ konnen diese Oberflachen auch silanisiert 
werden . 

Zur Durchfuhrung der Elektrophorese werden folgende 
Arbeitsschritte absolviert : 

1. Im ersten Arbeitsschritt wird auf den kompletten 
Kernaufbau eine zweiteilige Dichtung 19 aufgelegt 
(Fig. 4) . 

2. Dann werden im zweiten Arbeitsschritt Isolier- 
schlauche 9 (z.b. 0.75-1.5 mm Rundschlauche Oder 
viereckiges Material, z.B. Silikon) , in vorgegebene 
Vertiefungen eingezogen (Fig. 4) . Diese dienen der 
seitlichen Abgrenzung des l.Gels von dem 2. Gel und 
der seitlichen Begrenzung des 2. Gels nach auSen. 

3. Als dritter Arbeitsschritt wird die auSere 
Glasplatte 5 aufgelegt. 

4. Im vierten Schritt wird der Druckrahmen 13 aufge- 
legt und mit den Schrauben festgespannt (Fig. 5) . 

5. Im funften Schritt wird der bisher entstandene Kor- 
per umgedreht und Schritt 1-4 fiir die Vorbereitung 
der Parallelgele analog wiederholt. 

6. Im sechsten Schritt werden die zwei Gele in die 
zwischen den Isolierschlauchen 9 gebildete Gelkam- 
mern 6 fur die erste Dimension gegossen, danach so- 
gleich die zwei Gele in die Gelkammern 7 fur die 
zweite Dimension. 

7. Der Deckel 14 wird aufgesetzt und die Polymerisie- 
rung wird z.B. liber Nacht vorgenommen. 

i. Danach werden die Puf f erlosungen eingefullt und 
dann kann der Proteinextrakt nach hochtourigem Zen- 
trifugieren auf die 1. Dim. Gele aufgetragen wer- 
den . 
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9. Dann erfolgt die elektrophoretische Auftrennung in 
der ersten Dimension. 

10. Danach wird der 1. Dimension-Elektrophoresepuf f er 
abgesaugt und die beiden Isolierschlauche 9, die 
die 1. Gele von den 2. Gelen trennen, von auEen 
herausgezogen, was sehr leicht vonstatten geht. und 
die entstehenden freien Kapillaren zwischen den Ge- 
len durch Einfullen von Stackinggelf liissigkeit be- 
fiillt, so daS nach Polymer isierung dieser Flussig- 
keiten der Kontakt zwischen dem jeweils ersten und 
zweiten Gel gegeben ist . 

11. Dann wird die Elektrophorese in der zweiten Dimen- 
sion durchgefiihrt . 

12. Nach Durchfuhrung der Elektrophorese in der zweiten 
Dimension werden die Verschraubungen gelost, die 
Gele zusammen mit den auEeren Glasplatten 5 abge- 
lost und in ein Farbe- und Entfarbebad gegeben. Da- 
nach sind die Gele fur die Dokumentation bereit . 

13 . Die Durchfuhrung neuer Gele ist nach Sauberung der 
Gelplatten und der Full- und PuffergefaSe sofort 
wieder moglich. 

Durch Montage mehrerer Einheiten konnen bis zu 10 2DE- 
Gele in einem Arbeitsgang durchgefiihrt werden. 

Beim Giefien der Gele der ersten Dimension werden die 
Gele als Flachgele in dem durch Fullrohr 17a und Gel- 
kammer 6 gebildeten U-Rohr gegossen und polymerisieren 
dort aus. Dazu wird zuerst ein Stopgel mit hoher Quer- 
vernetzung gegossen, das den unteren Bereich des U- 
Rohrs ausfullen soil. Die nach Zugabe eines Polymerisa- 
tionsstarters noch flussige Gellosung wird hierfur in 
das auSere Puf f erreservoir der ersten Dimension gege- 
ben, wobei das Gel nur den unteren Bereich des U-Rohres 
ausfullt. Es reicht etwa 10 mm iiber das untere Ende der 
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beiden als Isolierschlauche ausgebildeten Isolierele- 
mente hinaus . 

Nach dem Auspolymerisieren wird das Separationsgel fur 
die erste Dimension gegossen. In diesem Gel wird die 
Proteintrennung z.B. durch Isoelektrof okussierung 
durchgef uhrt . Zum GieEen wird die noch flussige Separa- 
tionsgellosung in das zweite (weiter innen gelegene) 
Puf ferreservoir der ersten Dimension uber die Fullkam- 
mern 8 eingegossen, bis der Bereich der ersten Dimen- 
sion zwischen den beiden Isolierelemente 9 vollstandig 
gefullt ist. Das GieEen der Gele erfolgt unter konstan- 
ter Temperatur, (z.B. bei 20 °C, wozu die Kuhlung ange- 
schaltet ist) bis das Gel auspolymerisiert ist. 

Das Gel der zweiten Dimension wird zwischen den beiden 
Isolierelementen 9 von unten in die Apparatur eingegos- 
s-en, indem die Gellosung iiber das GieSreservoir der 
zweiten Dimension eingefullt wird. Die Gellosung flieSt 
von dort uber das Fullrohr 17b nach unten und tritt in 
der Mitte der Gelkammer 7 aus . Die Luft wird durch den 
GieEvorgang automatisch nach oben verdrangt und kann 
uber die Entliif tungsof f nung entweichen, bis die Gello- 
sung den Bereich der zweiten Dimension vollstandig ge- 
fullt hat. 

Das Gel polymerisiert bei konstanter Temperatur (z.B. 
durch Kuhlung auf 2 0°C) aus. 

Im folgenden wird die Durchfiihrung der ersten Dimension 
beschrieben. 

Die beiden Puf f erreservoire (8) der ersten Dimension 
werden einmal mit einer alkalischen und einer sauren 
Pufferlosung gefullt (z.B. 0,1N NaOH; 7% v/v H3P04). 
Die eine Pufferlosung flieSt dabei in das U-Rohr bis 
zum Stopgel hinein, wahrend die andere das Separations - 
gel uberschichtet . Das Separationsgel wird dann mit ei- 
ner Schutzlosung hoherer Dichte als der Puffer uber- 
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schichtet (z.B. 6% (w/v) Glycerin, 4 M Harnstoff. 1,5% 
(w/v) Ampholyte in H20) . Die Proben konnen durch Unter- 
schichten unter die Schutzlosung auf das Separationsgel 
der 1. Dimension uber Einf iillof f nung 20 aufgetragen 
werden. Die elektrophoretische Trennung erfolgt dann 
z.B. unter konstanter Temperatur (z.B. Kiihlung auf 18 
°C) mit einem Spannungsgradienten von anfanglich z.B. 
lOOV bis z.B. 3 000V uber meherer Stunden. Nach dem Ende 
der Trennung werden die Puf f erlosungen abgesaugt. 

Bei der Durchfiihrung einer 2DE muE die Probe immer auf 
das Gel der ersten Dimension aufgetragen werden; die 
aufgetrennten Banden nach der ersten Dimension werden 
dann in der zweiten Dimension weiter auf getrennt . 

vor Beginn der elektrophoretischen Trennung in der 
zweiten Dimension werden die drei Isolierelemente 9 
durch Herausziehen nach auSen entf ernt . Der Hohlraum 
zwischen den Gelen der ersten und zweiten Dimension 
wird mit einem Kontaktgel (z.B. Agarose) gefullt, das 
schnell auspolymerisiert . Dann werden die beiden Puf- 
fergefaSe 21 der zweiten Dimension mit Lauf puffer (z.B. 
SDS-Lauf puffer: 192 mM Glycin, 25 mM Tris-Base, 5 fiM 
Bromphenolblau in H20) gefiillt. Die Trennung erfolgt 
unter Temperierung auf z.B. 15 "C. z.B. bei konstanter 
Leistung oder mit einer Stromstarke von z.B. 40 mA pro 
Gel in den ersten 20 Minuten und dann mit 75 mA pro 
Gel. Die Trennung ist mit Erreichen des Markerf arbstof - 
fes Bromphenolblau am Ende des Geles beendet . Die Elek- 
trophorese-Kombikammer wird auseinandergeschraubt und 
das Gel zur Entwicklung und Farbung entf ernt. 

Das Elektrophoresegel wird nun nach Stand der Technik 
weiterbehandelt und z.B. in eine Wanne mit Fixierlosung 
gegeben. Durch Silberf arbung konnen die Proteine in ng- 
Mengen fur analytische Zwecke sichtbar gemacht werden 
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Oder mittels z.B. Coomassie Brilliant Blue fur mikro- 
praparative Zwecke (z.B. ' anschlieSender enzyrnatischer 
Spaltung und Sequenzierung) behandelt werden. Alterna- 
tiv kann das Gel nach Blotten fur Immunof arbungen mit 
entsprechenden Antikorpern entwickelt werden. Diese 
Schritte sind nicht Bestandteil der Erfindung, aber un- 
erlaSlich, um die Proteine nach erf olgter Trennung 
sichtbar zu machen . 

Die Gele werden im vorliegenden Ausf iihrungsbeispiel als 
Flachgele (nicht mehr als Rundgele) , aber schmaler als 
in den bisherigen Flachgel-Systemen ausgefiihrt . Die 
Breite des Geles kann durch Wahl verschieden breiter 
Dichtstreif en, Schlauche etc.) variabel gehalten wer- 
den, so daS sowohl analytische als auch mikroprapara- 
tive Gele gemacht werden konnen. In den ublichen kauf- 
lichen Flachgel -Elektrophorese-Kombikanunern werden Fer- 
tiggele bestinimter Breiten und Dicken verwandt . AuJSer- 
dem werden bei dem vorliegenden Verfahren Ampholine 
(losliche Zwittermolekule) anstelle von immobilisierten 
Zwitterionen (Immobilone) benutzt, um den pH-Gradienten 
im Gel auf zubauen. Prinzipiell lieSen sich in der er- 
f indungsgemaEen Vorrichtung aber auch Immobilone ver- 
wenden; jedoch sind die Trenneigenschaf ten dieser Gele 
bisher weniger gut als die mit Ampholinen erzeugten. 
Vorteile der beschriebenen Elektrophorese-Kombikammern 
sind : 

- Variable Breiten der Gele,- 

- langere Trennstrecken, ohne daS die Gele beschadigt 
werden konnen ; 

- Einsatz variabler Proteinmengen in der gleichen Appa- 
ratur ; 

- kein Transfer des Geles von der ersten auf die zweite 
Dimension notig; 

- keine Rehydratisierung wie bei Fertiggelen notwendig,- 
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- bei Verwendung von Fertiggelen keine Anwendung erhoh- 
ter Temperatur wie dies bei Rehydratisierungsschrit- 

ten angewandt wird; 

- sowohl Fertiggelstreifen als auch selbst-gegossene 

Gele konnen verwendet werden. 

- prazise Fixierung des Gales relativ zur 2. Dimension; 

- Puf f erreservoire mit im Kammersystem eingebunden,- 

- Kiihlung beider Gele routinemaSig durchf uhrbar ; 

- die Kuhlung ermoglicht identische Temperaturprof ile 
fur beide Parallelgele durch meanderf ormige Zwangs- 
fiihrung des Kiihltnediums ; keine unterschiedlichen 
Stromungsverhaltnisse ; 

- Kuhlung aller PuffergefaSe (fiir die 1. und 2. Dim) ; 

- Einfuhrung des sog. Stoppgels (dient zur mechanischen 
nicht aber elektrischen Abtrennung des Geles der er- 
sten Dimension zu einem dazugehorigen Puf fergefaS) ; 

- gleichzeitiges GieSen beider Dimensionen moglich; da- 
her Zeitersparnis, da die Gele vor Gebrauch erst po- 
lymerisieren miissen; d.h. beide Gele konnen gleich- 
zeitig auspolymerisieren (z.B. uber Nacht) und sind 
dann friihmorgens gebrauchsf ertig; 

- die Trennung erfolgt horizontal, nicht vertikal, ohne 
da& Kippvorgange notwendig sind. Die Stellung der 
Kammer andert sich nicht wahrend des GelgieSens und 
bei der Elektrophorese . Die Apparatur steht nach der 
Montage aufrecht, d.h. platzsparend . 

Nach Durchf iihrung der ersten Dimension ist neu, dafi die 
Isolierschlauche 9 oder Isolierstreif en 9 ohne Offnen 
der Kammer nach der ersten Dimension entfernt werden. 
Voile Automatisierung ist moglich bei Einsatz eines 
Schrittmotors zum Entfernen der Isolierelemente 9. 
Neu ist ebenfalls die Einfuhrung einer leitenden Kon- 
taktflussigkeit (z.B. auf Agarose-Basis ) in den entste- 
henden Hohlraum zwischen dem Gel der 1. und der 2 Dim., 
damit der elektrische Ubergang zur 2. Dimension gewahr- 
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leistet ist ohne dafi eine Umpufferung notwendig wird. 
Die Umpufferung kann aber durchaus stattfinden, indem 
der entstehende Zwischenraum nach Entf ernen der Iso- 
lierschlauche 9 mit Pufferlosung gespult wird. 

In der zweiten Dimension ist neu, daE das Fullen der 
Gellosung fur die zweite Dimension von unten bei auf - 
rechter Stellung der Elektrophorese-Kombikammer er- 
folgt. Die Losung wird automatisch langsam eingefullt 
(wegen des Durchmessers der Fiillkammer) , so daE jegli- 
che Blasenbildung vermieden wird, womit man sonst bei 
den meisten Kammern zu kampfen hat. 

Neu ist ebenfalls die nach oben angeschragte Entluf- 
tungsoffnung 18 der 2. Dim., so dag alle Luft entwei- 
chen kann. 

Dies ist moglich, weil das Gel in der Gelkammer 7 zwar 
vertikal steht, aber die Proteine horizontal (von 
rechts nach links oder von links nach rechts, je nach 
Wahl der Elektrodenanschliisse) getrennt werden. 

Es konnen in dem System auch sog. Fertiggele, d.h. de- 
hydratisierte Gele in der Elektrophorese-Kombikammer 
verwendet werden . 

Dabei ist auf einer Tragerfolie ein streif enf ormiges 
Gel (1. Dimension) auf gebracht . Neben diesem Streif en 
ist ein flachiges Gel (2. Dimension) in einem gewissen 
Abstand auf gebracht , 

Die Gele auf der Tragerfolie werden auf Platte 4 tiber 
den Kuhlementen 3 gelegt . 

AnschlieSend wird die auSere Dichtung 19 sowie die Iso- 
lierelemente 9 (je eine links und rechts vom Gel der 
ersten Dimension) eingesetzt. 

Die Glasplatte 5 wird aufgelegt und der Druckrahmen 13 
bef estigt . 

Rehydratisierungslosungen fur beide Gele werden in die 
PuffergefaSe 8 und 21 eingefullt. 
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Die Gele warden rehydratisiert 

Die integrierten Puffergefafie der ersten Dimension wer- 
den mit Pufferlosung gefiillt und der Strom eingeschal- 
tet . 

Nach Beendigung der Auftrennung werden die Puffer und 

dann die Isolierelemente 9 entfernt. 

Umpuf f erungslosung kann durchgepumpt werden. 

Die Pufferlosung fiir die zweite Dimension wird einge- 

fullt 

Die zweite Auftrennung wird gestartet . 



Eine alternative Konstruktion ist die Verwendung von 
dunnwandigen, hochelastischen Schlauchen als Isoliere- 
lemente 9. Die Abtrennung des f reibleibenden Raumes zur 
Aufnahme des Geles der ersten Dimension wird entweder 
durch einen Schlauch, der u-formig (eventuell in einer 
vorgesehenen Rille in einer der Platten) eingelegt ist, 
realisiert oder durch zwei Schlauche, die jeweils an 
einem Ende verschlossen sind. Die Abdichtung erfolgt 
dadurch, daS der Schlauch mit einem Fluid (Fliissigkeit 
Oder Gas) gefiillt wird. Durch ausreichenden Innendruck 
erfolgt die Abdichtung gegen die inneren und auSeren 
Platten 4 und 5. Nach dem GieSen des Stopgeles kann das 
Gel der ersten Dimension gegossen werden. Die Begren- 
zung des Geles der zweiten Dimension erfolgt analog mit 
einem u-formigen Schlauch oder einem am Ende verschlos- 
senen Schlauch. Nach der Trennung der ersten Dimension 
wird der Schlauch evakuiert aber nicht aus dem System 
entfernt. In den entstehenden Raum zwischen erster und 
zweiter Dimension wird Agarosegelpuf f erlosung zur Her- 
stellung einer elektrisch leitenden Verbindung zwischen 
den Gelen eingefiillt. Die anderen Ablaufe erfolgen wie 
oben beschrieben. 

Eine vorteilshaf te Ausbildung besteht darin, daS dieser 
Schlauch mit einem Adhasiv nur auf einer der Platten 4 
Oder 5 fixiert ist oder auf einer der Platten 4 oder 5 
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festsitzend in einer Nut gefuhrt ist, so daE sicherge- 
stellt wird, dafi sich der Schlauch nach der Evakuierung 
nur auf einer Platte 4 oder 5 befindet. 

Eine Variants dieser Konstruktion bzw. der Methode ist 
es, den Schlauch nach abgelaufener Trennung der ersten 
Dimension zu entfernen. Durch das Evakuieren wird die 
Entfernung wesentlich vereinfacht. 

Die Erfindung ist nicht beschrankt auf die hier darge- 
stellten Ausf iihrungsbeispiele . Vielmehr ist es moglich, 
durch Kombination und Modifikation der genannten Mittel 
und Merkmale weitere Ausf lihrungsvarianten zu realisie- 
ren, ohne den Rahmen der Erfindung zu verlassen. 
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Bezugszeichenliste 



1 Elektrophorese-Kombi- 
kammer 

2 Kern 

3 Kiihlelemente 

4 innere Platte 

5 aul^ere Platte 

6 Gelkammer 

7 Gelkammer 

8 PuffergefaSe und 
Fiillkammer fur die 2 . 
Dimension samt 
Einlassen 

9 Isolierelemente 

10 Kiihllabyrinth 

11 Zulauf Kuhlf lussigkeit 

12 Ablauf Kiihlf lussigkeit 



13 Druckrahmen 



14 Deckel 

15 Spannelemente 

16 Sichtfenster 

17a Fullkammern fur die 1. 
Dimension 

17b Fiillkammer mit EinlaS 
fur die 2 . Dimension 

18 Entliif tungsof f nungen 

19 Fl a chend i ch tung 

20. Einfiillof f nung fur 
Probe und 1. Dim. Gel 

21. PuffergefaEe samt Einlasse 
fiir 2 . Dimension 
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Patentanspruche 

Verfahren zur zwei-dimensionalen Trennung von 
Biomolekiilen oder anderen Stof f gemischen in Gelen, 
Polymertragern oder fiir die ein-dimensionale 
tragerfreie Trennung durch Elektrophorese in einer 
Elektrophoreseapparatur 

dadurch gekennzeichnet , daE 

-die Gele fiir die Trennung in der ersten Dimension 
und die Gele fiir die Trennung in der zweiten 
Dimension nacheinander oder gleichzeitig vertikal 
zueinander angeordnet als GieEgele oder Fertiggele 
in eine Elektrophorese-Kombikammer eingebracht und 
voneinander isoliert polymerisiert bzw. 

rehydratisiert werden, 

-nachfolgend Puf f erlosungen eingefullt, ein 
Biomolekiilgemisch auf die Gele der ersten Dimension 
aufgetragen und die elektrophoretische Auftrennung 
der ersten Dimension bei konstanter Temperatur oder 
bei fixiertem Temperturgradienten durchgef lihrt , 

-anschliefiend die Pufferlosung abgesaugt, die 
Isolierung aufgehoben, in die entstehenden Raume 
zwischen erster und zweiter Dimension Kontaktgel 
eingefiillt und auspolymerisiert , Puf f erlosungen 
eingefiillt und die elektrophoretische Trennung der 
zweiten Dimension bei prazise eingestell ter 
Temperatur und konstanter elektrischer Leistung 
Oder steigender Stromstarke durchgefuhrt wird und 

-abschlieEend die Gele entwickelt und die Proteine 
mit herkommlichen Methoden sichtbar gemacht werden. 

Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , dag 



zur Trennung die Gele in der Elektrophorese- 
Kombikammer vertikal stehen und die Trennung der 
Proteine in der ersten Dimension vertikal und in 
der zweiten Dimension horizontal erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , dafi 

die Gele der ersten Dimension als Flachgele in 
einem U-formigen Rohr gegossen werden, wobei zuerst 
ein Stoppgel und nachfolgend das Separationsgel 
gegossen wird und sowohl Giefivorgange als auch 
Polymerisationsvorgange bei konstanter Temperatur 
mit aktivierter Kuhlung erfolgen. 

Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

die Gele der zweiten Dimension in zwei Schritten 
gegossen werden derart , daS in einem ersten Schritt 
ein Dichtgel und nach dessen Polymerisation in 
einem zweiten Schritt die Gellosung von unten 
aufsteigend gegossen wird derart, daS die Luft nach 
oben verdrangt und das Gel anschlie&end bei 
konstanter Temperatur mit aktivierter Kuhlung 
polymerisiert wird . 

Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

die Breite und die Dicke der Gele variierbar ist . 
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Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , daS 

die Aufhebung der Isolierungen durch koirperliches 
Entfernen von Dichtungen oder Schalten mittels 
Volumen- bzw. Durchmesserverringerungen von Dich- 
tungsschlauchen realisiert wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , dafi 

der Ablauf der zweidimensionalen Elektrophorese 
automatisiert durchgefuhrt wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

die Gele und die Puf f erlosungen von der gleichen 
Kuhlung temperiert werden. 

Vorrichtung zur zwei-dimensionalen Trennung von 
Biomolekiilen in Gelen durch Elektrophorese in einer 
Elektrophoreseapparatur , 

dadurch gekennzeichnet, daE 

eine Elektrophorese-Konibikammer (1) einen Kern (2) 
mit Kiihlelementen (3) aufweist, wobei die 
Kuhlelemente (3) zwischen den beidseitig des Kerns 
(2) durch innere Flatten (4) und auSere Flatten (5) 
im Zusammenwirken mit entfernbaren oder schaltbaren 
Isolierelementen (9) gebildeten Gelkammern (6,7) 
und Puf f ergef aEen (8) angeordnet sind. 




10. Vorrichtung nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet , daS 

die Kuhlelemente (3) durch ein maanderf ormiges 
Kuhllabyrinth (10) mit Zulauf (11) und Ablauf (12) 
gebildet sind. 



11. Vorrichtung nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

das Kuhllabyrinth (10) die Puffergefa£e (8) 
(21) umschlieSt. 



12. Vorrichtung nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, da£ 

die inneren Flatten (4) aus einem gut tempera - 
turleitenden Material und die auSeren Flatten (5) 
aus einem transparenten Material bestehen. 



13. Vorrichtung nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, daE 

die inneren Flatten (4) aus Keramik oder Kunststoff 
und die auEeren Flatten (5) aus Glas oder 
transparentem Kunststoff bestehen. 



14. Vorrichtung nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

die aufieren Flatten (5) durch einen Druckrahmen 
(13) gehalten werden und ein Deckel (14) die Elek- 
trophorese-Kombikammer (1) nach oben abschlieSt. 
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15. Vorrichtung nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet , daS 

der Druckrahmen (13) uber Spannelemente (15) 
beidseitig befestigt wird und Sichtfenster (16) zur 
Prozefikontrolle aufweist. 



16. Vorrichtung nach Anspruch l, 

dadurch gekennzeichnet, daE 

die untere Begrenzung 
Kombikammer ( i ) durch einen 
Tisch realisiert ist, auf 
phorese- Kombikammer (1) f ixii 



9 Oder 14, 

der Elektrophorese- 
justier- und drehbaren 

welchem die Elektro- 
rt ist. 



17. Vorrichtung nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

der Deckel (14) Ein- und Ausleitungen fur das 
Kuhlmedium sowie zu den Puf f ergef aSen (8) und 
Gelkammern (6,7) und die Anschliisse fur die 
Elektroden der l. und 2. Dimension aufweist. 



8. Vorrichtung nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, daE 

der Kern (2) aus Polymermaterial wie Acrylglas, 
Keramik oder Plexiglas besteht. 



9. Vorrichtung nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, daE 

die Gelkammern (6,7) mit Fiillrohren (17) verbunden 
sind und Entluftungsoffnungen (18) angeordnet sind. 



• • • • • 
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20. Vorrichtung nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet , da£ 

zwischen inneren Flatten (4) und aufieren Flatten 
(5) Dichtungen (19) angeordnet sind. 



21. Vorrichtung nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet , daS 

die Isolierelemente (9) mit Vertiefungen zusam- 
menwirken . 



22. Vorrichtung nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die die Medien Gele und/oder Gellosungen 
und/oder Puf f erlosungen beriihrenden Telle der Elek- 
trophorese-Kombikanimer (1) oberf lachenbeschichtet 
sind . 



23. Vorrichtung nach Anspruch 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Oberf lachenbeschichtung aus amorphen 
Kohlenstof f schichten besteht Oder durch 

Silanisieren realisiert wird. 



24. Vorrichtung zur zwei -dimensionalen Trennung von 
Biomolekulen Oder anderen Substanzgemischen in 
Gelen, Polymeren oder tragerfreien Medien durch 
Elektrophorese in einer Elektrophoreseapparatur , 

dadurch gekennzeichnet , 
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dag alle fur die Durchfuhrung einer zwei- 
dimensionalen Trennung notwendigen Baugruppen in 
einer Elektrophorese-Kombikammer 1, bestehend aus 
einem Kern 2 mit Kuhl element en 3, wobei die 
Kuhlelemente 3 zwischen den beidseitig des Kerns 
durch innere Flatten 4 und auEere Flatten 5 im 
Zusammenwirken mit entf ernbaren oder schaltbaren 
Isolierelementen 9 gebildeten Trennkammern 6, 1, 
Fuf fergefafie 8, 21 und Aufnahmen fiir Elektroden 
angeordnet sind, vollstandig integriert sind und 
die Durchfuhrung der zwei-dimensionalen Auf trennung 
vollstandig automatisiert werden kann, ohne dafi im 
Ablauf der zwei-dimensionalen Trennung eine 
Manipulation an den Gelen selber erfolgt. 
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Z us ammen £ a s s ung 



Die vorliegende Erf indung betrif f t ein Verfahren und 
eine Vorrichtung zur zwei-dimensionalen Trennung von 
Biomolekiilen in Gelen durch Elektrophorese in einer 
Elektrophoreseapparatur und dient insbesondere der 
Auf trennung von beispielsweise Proteinen, 

Glycoproteinen, Lipoproteinen, Nukleinsauren oder 
Zellkomplexen . Die erf indungsgemaSe Vorrichtung ist 
dadurch gekennzeichnet , daE eine Elektrophorese- 
Kombikammer (1) einen Kern (2) mit Kiihlelementen (3) 
aufweist, wobei die Kuhlelemente (3) unter den 
beidseitig des Kerns (2) durch innere Flatten (4) und 
auEere Flatten (5) im Zusammenwirken mit entfernbaren 
Oder schaltbaren Isolierelementen ( 9 ) gebildeten 
Gelkammern (6,7) und Fuf f ergef aSen (8 und 21) 
angeordnet sind . 
(Fig. 1) 



